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1. Inleiding 
Chlooramphenicol is een van oorsprong natuurlijk maar nu synthetisch 
vervaardigd antibioticum. Het heeft een breed werkingaspectrum voor 
zowel gramnegatieve als grampositieve bacteri~n. 
Het wordt toegepast in de humane en veterinaire geneeskunde . 
Bij de veterinaire geneeskunde wordt het toegepast bij de behandeling 
van zieke dieren via injecties, drinklom tertherapie en gemedicineerde 
voeders. 
De vorming van residuen van het antibioticum in dieren kan, na 
slachting, een gevaar gaan opleveren voor de mens door o.a. resisten-
tie en beenmergaplasie. 
Het antibioticum is dan ook niet toegestaan in de veterinaire genees-
kunde in de Verenigde Staten van Amerika waarbij dan een zogenaamde 
"nul" tolerantie geldt. Het gebruik ervan is niet verboden in 
Nederland. Om een uitspraak te kunnen doen over residuen van chloor-
amphenicol in voedingsmiddelen van dierlijke oorsprong is het nood-
zakelijk een methode te ontwikkelen om deze te kunnen bepalen. 
Een techniek welke hiervoor geschikt lijkt is de vloeistofchromato-
grafie (HPLC). Met behulp van deze techniek is dan ook getracht een 
residumethode te ontwikkelen voor de bepaling van chlooramphenicol in 
vlees. 
2. Structuur en eigenschappen 
Chlooramphenicol: 
D(- )trec - 2 , 2 - dichloor - N [r3 - hydroxy-a (hydroxymethyl) - p·-
nitrophenethyl) acetamide 
02N · CH - CH - CH20H 
OH - NH - C - CHC12 
Molecuulformule: C11 H12 Cl2 N2 Os 
Molecuulgewicht: 323,1 
0 
\o/1 tte kristallen met een smeltpunt van 150°- 153°C oplosbaa r in water 
(1 in 400) of ethanol (1 in 2,5), goed oplosbaar in ether en chloro-
form. UV absorptie in ~<later À max = 278 nm. 
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Metabolisme chlooramphenicol: 
Chlooramphenicol verdeelt zich snel in weefsel en wordt uitgescheiden 
voornamelijk via de urine in gemetaboliseerde vorm . Een van de 
toedieningsvormen is chlooramphenicolpalmitaat , wat bij het voer 
gemengd wordt . Het raakt door middel van dit voer in het maagdarm-
kanaal van het dier waar de hydralazen de ester omzetten in chloor-
amphenicol en palmitinezuur. 
Het via de darm goed resorbeerbare chlooramphenicol raakt hierdoor in 
de bloedbaan en wordt door het lichaam verdeeld . 
Het metabolisme begint met het transport van chlooramphenicol door de 
bloedbaan in de lever waar het aan glucuronzuur wordt gekoppeld. 
De uitscheiding vindt voornamelijk plaats door de nieren via het gro-
tendeels als wateroplosbaar maar inaktief chlooramphenicolglucuronide 
en in geringere mate in onveranderde vorm . Andere metabolieten loTelke 
ontstaan door reduktie van de N02 groep aan de aromatische ring tot 
NH2 groep en door hydrolyse van chlooramphenicol tot 2-amino- (p- nitro-
phenyl)-1 , 3-propaandiol komen in veel mindere mate voor. Het aandeel 
van deze bedraagt minder dan 1% en kan bij de analyse verwaarloosd 
worden . 
De te ontwikkelen methode moet zowel het "vrije" chlooramphenicol 
alsook de voornaamste metaboliet het geglucuroneerde chlooramphenicol 
omvatten. 
3. Beschikbare analysemethoden 
Voor de bepaling van chlooramphenicol zijn in de literatuur tot nu toe 
fotometrische, microbiologische, gaschromatografische en hogedruk-
vloeistofchromatografische methoden beschreven. 
Bij de fotometrische bepaling van chlooramphenicol wordt de nitrogroep 
gereduceerd tot een aminogroep, waarna diazatering en koppeling tot 
een azokleurstof volgt . Deze methode is niet gevoelig en specifiek en 
is daarom niet erg geschikt voor de analyse in vlees etc . 
Bij de gaschromatografische methode is door derivatisering van chloor-
amphenicol , het mogelijk gebleken te bepalen. 
Nadelig bij deze methodiek zijn de enorme arbeidsintensieve 
op1o1e rkingsmethoden als ook de toepassing van derivaten welke relatief 
instabie l zijn. 
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De gevoeligheid is goed te noemen bij een detectiegrens van 0 , 02 
mg/kg. 
De bepaling in synthetische produkten met behulp van hogedrukvloei-
stofchromatografie is door velen beschreven. Ook de bepaling in vlees 
is beschreven maar nog niet veel uitgevoerd. Voordeel van deze metho-
diek is dat hierbij geen derivatisering noodzakelijk is . 
4 . Ontwikkeling van een methode ter bepaling van chlooramphenicol 
4 . 1 HPLC 
Bij de bepaling van chlooramphenicol met behulp van HPLC werd gekozen 
voor de "reversed phase" HPLC aangezien dit ook de meest voorkomende 
vorm was '11elke in de literatuur staat beschreven . De scheiding van 
ch1ooramphenicol bleek goed te kunnen geschieden op een Lichrosorb RP 
18 kolom (4 , 6 mm ID x 15 cm lengte, 5 micron deeltjes). 
De detectie geschiedt bij een UV absorptie van 278 nm welke de maxi-
male absorptie van chlooramphenicol in het toegepaste eluens bleek te 
zijn. Als eluens voldeed een '11ater-methanol-ijsazijnmengsel (70/30/1 
v/v/v) goed. Bij een e lutiesnelheid van 1 , 5 ml per minuut bedroeg de 
elutietijd ca. 7-8 minuten. Voor de bepaling van de lineariteit tussen 
concentratie en detektorsignaal werden oplossingen van chloorampheni-
col in '11ater geïnjecteerd met concentraties van 0,6 }lg/ml tot 60 
}lg/ml. De regressieco~fficient bedroeg R = 0,99994 wat betekent dat 
over dit gebied een goede lineariteit gewaarborgd is. 
4 . 2 Extraktie uit vlees 
Voor extraktie uit vlees gebruiken diverse onderzoekers ethylacetaat . 
Er is getracht dit ook toe te passen . Het bleek dat chlooramphenicol 
op residuniveau hiermede goed was te extraheren. 
Voor de extraktie van chlooramphenicol- glucuronide uit vlees dient men 
eerst deze metaboliet om te zetten tot chlooramphenicol. Velen voeren 
dit uit door in een buffer (pH 4,3) deze omzetting enzymatisch uit te 
voeren door incuberen bij 37°C en daarna chlooramphenicol te extra-
heren in ethylacétaat. 
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Door toepassing van een buffer (pH 4,3) en het enzym P-glucuronidase/-
arylsulfatase bleek deze omzetting goed uit te voeren. 
Een standaard chlooramphenicolglucuronide is niet commercieel verkrijg-
baar waardoor geen juiste omzettingscondities etc. konden worden 
verkregen maar er werd urine en gal van een met chlooramphenicol 
behandeld kalf onderzocht. 
Het bleek dat door toevoegen van het enzym aan de gebufferde urine en 
gal na een incubatietijd van 16 uur bij 37°C het gehalte aan chloor-
amphenicol duidelijk was toegenomen. 
Door het onderzoek enige malen te herhalen bleek verder dat de omzet-
ting reproduceerbaar geschiedde omdat steeds dezelfde \olaardes aan 
chlooramphenicol werden verkregen. 
4.3 !uiv~r_!ng 
Voor de zuivering van het verkregen extrakt zijn vele \o7egen mogelijk. 
Men kan dit bewerkstelligen door vloeistof- vloeistofextraktles of 
kolomzuivering . 
In de literatuur zijn methodes aangegeven maar voldeden vaak niet voor 
de meeste vleessoorten. 
Door combinatie van vele zuiveringsstappen werd toch een bevredigende 
oplossing gevonden waarbij nauwelijks verlies optrad en geen storingen 
waren te constateren. Er werden twee zuiveringamethoden opgezet name-
lijk de vloeistof-vloeistofextraktie en kolomzuivering \o7elke hieronder 
staan weergegeven in een schema . 
Hoostervoorbereiding 
(vloeistof-vloeistofextraktie) 
- 50 g vlees , acetaatbuffer pH 4,3 
P-glucuronidase/arylsulfatase 
- 16 uur incuberen bij 37°C 
- extraheren met ethylacetaat, indampen tot droog 
- opnemen acetonitril, zuiveren met isooctaan 
- acetonitril indampen tot droog, opnemen in zoutoplossing 
- zoutoplossing zuiveren met hexaan 
- zoutoplossingen bufferen pH 10,4 
- chlooramphenicol met diethylether extraheren uit gebufferde 
zoutoplossingen 
- etherfase indampen tot droog , residu opnemen in water 
- waterfase zuiveren met tolueen 
- waterfase injecteren HPLC. 
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Monstervoorbereiding 
(kolomzuivering) 
- 50 g vlees, acetaatbuffer pH 4,3 
a-glucuronidase/arylsulfatase 
- 16 uur incuberen bij 37°C 
- extraheren met ethylacetaat , indampen tot droog 
- opnemen acetonitril, zuiveren met isooctaan 
- acetonitril indampen tot droog, residu opnemen in ethylacetaati-
hexaan 50% 
- over Seppak Sio2 
- elueren met 70% ethylacetaat/hexaan, indampen tot droog, residu op-
nemen in ~o;rater 
- waterfase zuiveren met tolueen 
- waterfase injecteren HPLC. 
Uit de schema' s blijkt dat de kolomzuivering, over silicacartridges van 
Waters, minder arbeidsintensief is. 
De chromatagrammen zijn hetzelfde alsook het terugvindingspercentage. 
5. Bespreking 
Het de opgestelde methoden werden diverse soorten vlees etc. onder-
zocht door aan deze chlooramphenicol toe te voegen. 
De resultaten ervan staan lveergegeven in onderstaande tabellen. 
Vloeistof-vloeistofextraktiemethode 
Materiaal Toevoeging Terugvinding % Terugvinding 
( ppb) (ppb) 
kippevlees 25,4 24,7 97,2 
50,9 44,9 88,2 
127,2 103 80,9 
127,2 99 77,8 
1272 1116 87,7 
varkensvlees 127,2 116 91,1 
254 ,4 226 88,8 
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Hateriaal 
lever . (kip) 
lever (varken) 
blanco chem. 
Kolomzuivering 
Hateriaal 
ldppevlees 
varkensvlees 
lever (varken) 
nier (varken) 
Toevoeging 
(ppb) 
74,4 
1540 
181,7 
127,2 
Toevoeging 
(ppb) 
25,4 
254,4 
1272 
25,4 
254,4 
1272 
212 
127,2 
1272 
- 6 -
Terugvinding 
(ppb) 
0,23 
2,96 
22,5 
124,2 
Terugvinding 
(ppb) 
22,4 
205 
1031 
25,6 
227 
1053 
11 '3 
74,8 
812 
% Terugvinding 
0,3 
0,2 
12,3 
97,6 
% Terugvinding 
88,1 
80,6 
81,1 
100,8 
89,2 
82,8 
5,3 
58,8 
63 ,8 
Uit de resultaten blijkt dat voor diverse vleessoorten de beide 
opwerkingen voldoen. De recovery ligt overwegend boven de 80%. 
Bij nieren ligt de recovery t'lat lager omdat uit de verkregen chroma-
tagrammen bleek dat de opt-1erkingsmethode met behulp van Seppak Sio2 
hiervoor ongeschikt bleek. 
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Voor levers waren de beide opwerkingamethoden wel geschikt als 
zuivering wat bleek uit de goed gescheiden componenten in het 
chromatogram. De recovery is daarentegen laag. Deze lage recovery werd 
ook geconstateerd door Hedy (literatuur 7-10) en kon niet goed Horden 
verklaard. 
6. Conclusie 
De ontwikkelde methode bleek goed te voldoen voor diverse soorten 
vlees op een niveau tussen 10 ppb en 1 ppm. De onderste grens van aan-
toonbaarheid bedroeg 5 ppb. Het terugvindingapercentage over het 
gehele niveau bedroeg meer dan 80%. 
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8 . Bijlagen 
1. chromatagrammen (vloeistof-vloeistofzuivering) 
2 . chromatagrammen (kolomzuivering) 
3 . intern analysevoorschrift . 
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Verzendlijst: afd. Normalisatie/hat~onisatie, bibliotheek (5x), sek-
torhoofd, afd. Diergeneesmiddelen (Sx). Çl 
I 
DGM25.0 
3. 
( 
( 
( 
( 
INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. DGM 25 
1e oplage (1983-05-27) 
Bepaling van chlooramphenicol in vlees (HPLC- methode) 
1. Doel en toepassingsgebied 
Met de methode kunnen residuen van ''vrij" chlooramphenicol als ook het 
"totale" chlooramphenicol, door enzymatische omzetting van de voor-
naamste metaboliet (chlooramphenicolglucuronide), worden bepaald. 
De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt ca. 5 ppb. 
Het terugvindingape rcentage bedraagt meer dan 80%. Het niveau ligt 
tussen 10 ppb - 1 ppm. 
2. Principe 
Chlooramphenicol wordt uit een wa t erige oplossing van pH 4,3 met 
behulp van ethylacetaat geextraheerd. 
De glucuronidevorrn wordt eerst met behulp van een enzym (~-glucuroni­
dase/arylsulfatase) omgezet tot chlooramphenicol. 
Hierna volgt een zuivering met vloe istof -vloeistof extraktfes of kolom 
en analyse met behulp van !socratische "reversed phase" vloeistofchro-
matografie. 
3. Reagentia 
Alle reagentia dienen minstens van "pro analyse" kwaliteit te zijn of 
van een hogere indien vermeld. 
3.1 Natriumsulfaat, droog (b.v. Merck art. 6649). 
3.2 Ethylacetaat, Uvasol kwaliteit (b.v. ~1erck art. 863). 
3.3 Millipare water. 
3.4 Acetonitril, Uvasol kwaliteit (b.v. Merck art. 16). 
3.5 Isooctaan (b . v. Merck a rt. 4727). 
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3.6 Methanol, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Herck art. 6007). 
3.7 Natriumchloride (b.v. Herck art . 6404). 
3.8 Hexaan (b.v. Merck art. 4367). 
3.9 Kaliumchloride (b.v. Merck art. 4936). 
3.10 Ammoniumchloride (b.v. Merck art. 1145). 
3 .11 Ammonia gec. (b . v. BDH 10011). 
3.12 Diethylether, Uvasol kwaliteit (b.v. Herck art. 930). 
3.13 Tolueen (b.v. Merck art. 8325). 
3.14 IJsazijn (b.v. Merck art. 10001). 
3.15 GlaswoL 
3.16 Millipare filters (0,45 ~m) (b.v. Acrodisc 4184). 
3.17 50 ml \-1egwerpspuiten (b.v. Terumo). 
3.18 Seppak Silica (Waters art. 51900). 
3.19 a-glucuronidase/arylsulfatase (b.v. Merck a rt. 4114). 
3.20 Chlooramphenicol standaard (Sigma art. C-0378). 
3 .21 4% Natriumchloride oplossing 
Los 40 g natriumchloride op in millipare water en vul aan tot 1000 ml 
en meng. 
3.22 Verzadigde kaliumchloride oplossing 
Los kaliumchloride op in 100 ml water tot verzadiging (> 34 g). 
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3.23 Buffer pH 10,4. 
Los 54 g ammoniumchloride op in c~. 300 ml water en voeg 350 ml ammo-
nia toe en controleer de pH op 10,4 (pH meter) vul aan tot 1000 ml en 
meng. 
3.24 Ethylacetaat-hexaanoplossing 50-50. 
Meng 500 ml ethylacetaat met 500 ml hexaan. 
3.25 Ethylacetaat-hexaanoplossing 70-30. 
Meng 700 ml ethylacetaat met 300 ml hexaan. 
3.26 Azijnzuuroplossing 50%. 
Meng 50 ml water met 50 ml ijsa~ijn. 
3 • 2 7 Buffer .pH 4 , 3 • 
Los 3,4 g natriumacetaat op in ca. 500 ml water en stel met 50% azijn-
zuuroplossing op pH 4,3 (pH meter) en vul aan tot 1000 rol en meng. 
3.28 Eluens HPLC. 
Water-methanol-ijsazijn 70-30-·J.. 
Meng 700 ml millipore water met 300 ml methanol en 10 ml ijsazijn. 
Filtreer dit mengsel door een millipore filter (0,45 ~m). 
3.29 Standaardstamoplossing (oplossing A) 
Weeg ca. 50 mg chlooramphenicol op 0,1 rog nauwkeurig af in een 
maatkolf van 100 ml. 
Los op in methanol, vul aan en meng. 
3.29.1 Standaardoplossing 
Pipetteer 10,0 ml van de standaardsta'lloplossing in een maatkolf van 
100 ml en vul aan met water en meng (oplossing B). Pipetteer van deze 
oplossing 10,0 ml in een 100 ml maatkolf en vul aan met water en meng 
(oplossing C.:). 
Pipetteer 10,0; 20,0 en 40,0 ml van deze oplossing in afzonde rlijke 
maatkolven van 100 rnl. Vul deze aan met water en meng. Deze 
oplossingen hebben een concentratie va n resp. 0,5; 1,0 en 2,0 ~g/ml 
(oplossingen D, Een F). 
DGM25.3 - 4 -
··.· . 
- 4 -
4. Apparatuur 
4.1 Vleesmolen (b.v. Moulinette). 
4.2 Ultra Turrax met 18N staaf. 
4.3 Mechanisch schudapparaat. 
4.4 Rotatieve~damper (waterbad temp. 40°-50°C). 
4.5 Ceatrifug~, gekoeld 10°C (High speed- type). 
4.6 Hogndrukvloeistofchromatografische apparatuur met UV-detectie. 
4.7 pH meter (digitaal). 
4.8 Broedstoof (37°C). 
4.9 Stikstof. 
4.10 Normaal laboratorium glaswerk. 
5. Werkwijze 
5.1 Voorbewerking 
Maal het vlees in een vleesmolen fijn. Weeg 50,0 g monster af in een 
erlenmeyer van 300 of 500 ml met lngeslepen stop en voeg 100 ml buffer 
pH 4,3 toe. 
5. 2 Hydrolyse (enzymatisch) 
Voor de bepaling van "totaal" chloor.amphenicol· dient het voornaamste 
metaboliet namelijk de glucuronidc-vorm te worden omgezet tot chloor-
amphenicol. Deze stap kan a chterwege worden gelaten indien men alleen 
het "vrije" chlooramphenicol wil bepalen. 
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Schud, na afsluiten van de scheitrechter, het geheel gedurende 1 
minuut en laat de fasen scheiden (10 minuten). 
Laat de onderstaande waterige fase af in de indampkolf van 100 ml en 
spoel na met 1 ml water (3 . 3). Voeg 2 ml water (3.3) toe aan de 
hexaanfase en schud gedurende 10 seconden. 
Laat de water.ige fase af in de indampkolf en verwerp de hexaanfase. 
Breng de verzamelde waterige zoutoplossing in de 100 ml scheitrechter 
met 30 ml hexaan en schud de scheitrechter nogmaals gedurende 1 minuut 
en handel als bovenstaande . 
Voeg hierna aan de waterige fase 4,0 ml kaliumchl oride oplossing 
(3.19) en 6,0 ml buffer (3 . 20) en breng het geheel kwantitatief met 30 
ml diethylether (3 . 12) over in de 100 ml scheitrechter. 
Schud de fasen gedurende 1 minuut en laat ze scheiden . 
Laat de onderstaande waterige fase af in de reeds gebruikte 100 ml 
indampkolf. 
Filtreer de bovenstaande etherfase (welke chlooramphenicol bevat) in 
een indampkolf van 100 ml waarop zich een trechter met glas~vol (3 .15) 
e n droog natriumsulfaat (3 .1) (ca . 10-12 g) bevindt. Spoel de 
scheitrechter pn met ca . 2 ·ml diethylether (3 . 12) . 
B~eng de waterige fase opnieuw .in de scheitrechter met behulp van 30 
ml diethylether en schud nogmaals gedurende 1 minuut en handel dan 
nogmaals zoals bovenstaand. 
Spoel, nadat beide etherfracties zijn verzameld in de indampkolf , de 
natriumsulfaat met 3 maal 5 ml .diethylcther. 
Verdamp de ether op een rotatieverdamper tot droog. 
5.4.2 Kolomzuivering 
Neem het r.~s:l.du ·op in ca. 20 nil acetoni tril en breng het met behulp 
van 50 mJ. isooctaan in een 100 ml schei~rechter . Schud de afgesloten 
scheitrechter gedurende 1 minuut en laat de fasen scheiden (10 
minuten) . Laat de onderstaand~ acetonitrilfase af in de 100 ml indamp-
kolf en spoel na met .2 ml acetonitril . 
Schud de lsooctaanfase nogmaals gedur~nde 1 minuut met 20 ml acetoni-
tril . Laat de f asen scheiden (10 minuten) en laat de onderstaande ace-
tonitrilfase af in de indampkolf. Spoel na met 2 ml acetonitril. 
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Damp de verzamelde acetonitrilfasen voorzichtig op een rotatiever-
damper af tot er een droog residu wordt verkregen. Los het residu op 
in 2 ml ethylacetaat en verdamp he t m~t stikstof tot droog bij 40°C. 
Herhaal dit nogmaalo . 
Neem het re~idu op in 2,0 ml ethylacetaat en voeg hierna 2,0 ml hexaan 
toe. Breng het mengse l nu via een wegtolerpspuit vàn 10 of 50 ml op een 
silica .Seppak cartridge met behulp van 2 maal 1 ml ethylacetaat-hexaan-
oplossing 50-50 . Pera het. geheel door de kolom. 
Spoel de kolf hierna met 1 ml ethylacetaat-hexaanoplossing 50-50 en 
breng di e op de cartridge en pers dit erdoor. 
Herhaal dit nogmaals 2 maal. Breng nu 25 ml ethylacetaat-hexaanoplos-
sing 70-30 in de indampkolf en pers dit door de cartridge en vang het 
eluaat op in een 25-30 ml buis met ingeslepen stop. 
Damp de inhoud hierna met behulp van stikstof droog bij 40°-50°C. 
5.5 Analyseoplossing 
Los het residu dat ve rkregen wordt d .• or een van de t\olee zuiverings-
stappen op in 2,0 ml millipare lilater en vor;g 4,0 ml tolueen toe. 
Schud het geheel gedurende 30 oeconden en centrifugeer het mengsel 
gedurende 10 minuten in 25 ml ceutrifugebuizen. 
Verwerp de bovenstaande tolue~nrase (met pipet) en fil treer de 
onderstaAnde lolaterlaag voorzichtig door. een millipare filter (0, 45 
~m). Injecteer van deze oplossing 100 ~1 in het HPLC-systeem. 
6 . Hogedn,kvloeistofchromatografie 
Kolom: voorkolom Bondapak C18 (3,9 mm ID' x 2 cm lengte) 
37-50 micron Waters art. 27248; 
hoofdkolom Li chrosorb 5 RP 18 (4,6 mm ID x 15 cm lengte) 
5 micron Chrompack art. 28810. 
Eluens Hat.er-methanol:-ijsazijn 70-30-1. 
Eluenssnelheid 1,5 ml/min. 
Detectiegolflengte: UV 278 mn. 
Injektievolume : · 100 lll. 
Retentietijd 6~8 min. 
Gevoeligheid 0,005-0,01 Aufs. · 
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7. Uitvoer~ 
Breng 100 }.11 van de verkregen monsteroplossing in het HPLC-systeem en 
vergelijk de chlooramphenicolpiek met die, die met een van de stan-
daardoplossingen (3 . 29.1) wordt verkregen~ 
.Bereken het gehalte in mg/kg · aan chlooramphenicol in het monster met 
de navolgende formule: 
}.lg/g (mg/kg) 
A = oppervlakte chlooréllllphenicolpiek monster 
B = oppervlakte chloora~phenicolpiek standaard · 
c aantal }.lg standaard 
D = verdunuingsfactor standaard 
E verdunningsfactor monster 
F aantal g monster ingewogen 
G zuiverheid staridaard uitgedrukt in decimale factor. 
8. Discussie 
8.1 Alle r.hemicaliën dienen voor de analyse gecontroleerd te worden op 
b ruikbaarhe.1.d . · 
8.2 Voor bepaling van het terugvindingapercentage (recovery) dient men· 
bij blanco materiaal (geen chlooramphenicol bevattend) een zodanige 
hoeveelhei d van de standaardoplossing toe te voegen dat een· gehalte 
van 10 ppb tot 1 ppm wordt verkregèn·. 
8.3 Kolom HPLC 
Men kan ook gebruik maken,.· van een' 11 Bondapak C 18 kolom (3, 9 mm ID x 
30 cm lengte, 10 micron) van 1i1aters~ tolaarbij het eluens dient te zijn: 
. . . . 
water-methanol-ijsazijn 65-35- 1 ortder· dezelfde analyseomstandighèden. 
Verantwoordelijk: 
Samensteller 
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